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1 JOHDANTO 
Toxoplasma gondii on solunsisäinen kokkidialkueläin, jota esiintyy käytännössä katsoen 
kaikkialla maailmassa (Dubey 2010). Toksoplasmoosia pidetään maailman yleisimpänä 
zoonoottisena loistautina. Loinen on merkityksellinen taudinaiheuttaja niin ihmisissä 
kuin eläimissäkin. Ihmisistä riskialttiita ovat muiden muassa AIDS- ja elinsiirtopotilaat 
sekä, naisen saadessa tartunnan raskausaikana, sikiö (Dubey 2010). Eläinlääketieteen 
saralla loinen aiheuttaa taloudellisia tappiota erityisesti lampaiden luomisten takia. 
Monissa tapauksissa loinen ei aiheuta isäntäyksilölle kliinistä tautia, mutta tartunnasta 
voi seurata akuutti, tappava toksoplasmoosi. Seuraukset eivät aina johdu isännän 
immuunipuolustuksen tasosta, sillä aiemmin terveetkin yksilöt ovat tartunnan 
saadessaan voineet sairastua vakavasti. Tällaisia tapauksia on raportoitu ainakin kissalla 
ja ihmisellä (Spycher ym. 2011, Sobanski ym. 2013).  
Kissaeläimet toimivat T. gondii:n pääisäntinä ja mahdollistavat näin loisen suvullisen 
lisääntymisen (Dubey 2010). Suomen luonnossa liikkuvia kissaeläimiä ovat ainoastaan 
kotikissat ja ilves. Suvullinen lisääntyminen ei kuitenkaan ole loiselle elinehto, mutta 
suvullisen lisääntymisen ansiosta sen ookystia leviää runsaissa määrin ympäristöön 
kissaeläimen ulosteen mukana, mikä mahdollistaa myös kasvinsyöjien tartuttamisen. 
Suvullinen lisääntyminen mahdollistaa myös perimän suuremman muuntelun (Howe ja 
Sibley 1995).  
Ookystat säilyvät ympäristössä pitkään ja voivat esimerkiksi sadevesien mukana levitä 
pitkiäkin matkoja (Dubey 2010). Kotikissaa on Suomessa tyypillisesti pidetty 
toksoplasman kannalta merkittävimpänä lähteenä ihmisten tartunnoissa, koska kissat ja 
ihmiset ovat läheisessä kontaktissa keskenään. Ilvekset kuitenkin liikkuvat myös lähellä 
ihmisasutuksia ja voivat näin toimia T. gondii:n levittäjänä ihmisiin sekä varsinkin 
ulkona liikkuviin kotikissoihin. Myös luonnoneläimiä, mukaan lukien riistaeläimet, 
loinen voi tartuttaa ookystien välityksellä ja lihansyöjien tapauksessa myös 
raadonsyönnin kautta. On oletettavaa, että ulkona liikkuvat kotikissat ovat lisäksi 
riskissä joutua lähellä asutusalueita liikkuvan ilveksen saaliiksi, jolloin ilves voi 
joissakin tapauksissa saada loistartunnan myös kotikissasta. 
Toxoplasma gondii on sukunsa ainoa laji, mutta siitä tunnetaan useampia kantoja, joiden 
maantieteellinen esiintyvyys vaihtelee (Shwab ym. 2014). Toxoplasma gondii löydettiin 
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jo 1900-luvun alussa, mutta sen tartunta- ja leviämistavoista sekä isäntäeläimistä on 
saatu uutta tietoa myös aivan viime vuosina. Taudinaiheutuskykyä on pidetty hyvinkin 
vaihtelevana eri loiskantojen välillä, mutta viime vuosina on raportoitu myös 
tapauksista, joissa vähäisen virulenssin omaavina pidetyt kannat ovat aiheuttaneet 
tappavan taudin tietyllä isäntäeläimellä (Spycher ym. 2011, Jokelainen ja Nylund 2012, 
Herrmann ym. 2013).  
Tämä lisensiaatin tutkielma sisältää kirjallisuuskatsauksen sekä tutkimusosan. 
Kirjallisuuskatsauksessa käsitellään itse loista, ilvestä sen pääisäntänä sekä loisen 
havainnointiin käytettyjä menetelmiä. Tutkimusosassa loisen havaitsemiseen ilveksen 
sydänlihaksesta käytettiin PCR-menetelmää. Tähän menetelmään, sen sovelluksiin sekä 
suorittamiseen syvennytään työssä tarkemmin. Myös serologiset menetelmät ovat 
yleisesti käytettyjä loisen diagnostiikassa. Serologisten menetelmien osalta 
kirjallisuuskatsaus keskittyy lähinnä kuvaamaan yleisimpien menetelmien periaatteita. 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää T. gondii:n DNA:n esiintymistä seropositiivisten 
ilvesten sydämissä nested-PCR-menetelmällä. Tutkimus suoritettiin Helsingin 
yliopiston Eläinlääketieteellisen tiedekunnan Eläinlääketieteellisten biotieteiden 
osastolla syksyn 2013 ja kevään 2014 aikana. PCR-menetelmä on suora 
toteamismenetelmä, jota käyttämällä saadaan tieto siitä, esiintyykö näytteessä loisen 
DNA:ta. Loisen esiintyvyys oli tutkittu etukäteen aiemman tutkimuksen yhteydessä 
serologisella menetelmällä, joka on epäsuora menetelmä ja osoittaa loista vastaan 
kehitetyt vasta-aineet isäntäeläimen seeruminäytteestä. Ilveksen sydännäytteiden 
rinnalla analysoitiin myös yksittäisiä, toksoplasman osalta positiivisiksi todetuista 
kissoista saatuja kudosnäytteitä menetelmän toimivuuden varmistamiseksi. 
Tutkimuksen yhteydessä toteutettiin lisäksi DNA-näytteen laimennossarja, jonka 
tarkoituksena oli selvittää käytetyn nested-PCR-menetelmän herkkyys.  
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
2.1 Toxoplasma gondii -loinen 
2.1.1 Yleistä 
Toxoplasma gondii on solunsisäinen alkueläin, joka kykenee infektoimaan lähes kaikkia 
tasalämpöisiä eläimiä (Lindsay ja Dubey 2014). Toksoplasma kuuluu taksonomisesti 
itiöeläinten (Apicomplexa) alajaksoon sekä Sarcocystidae-heimoon, ja se on sukunsa 
ainoa laji. Vaikka T. gondii on solunsisäinen loinen, sen tartuttamiskyky säilyy pitkiäkin 
aikoja myös ympäristössä, joten se voi levitä muiden muassa valumavesien tai 
parateenisten isäntien mukana (Kniel ym. 2002, Dubey 2010, Simon ym. 2013b). 
Parateenisten isäntien elimistössä loinen kykenee selviytymään, mutta se ei varsinaisesti 
infektoi niitä eikä kykene lisääntymään niissä. Parateenisia isäntiä loiselle ovat 
esimerkiksi nilviäiset (Mollusca) (Dubey 2009). Toksoplasman pääisäntinä toimivat 
kissaeläimet (Felidae-heimo) ja väli-isäntinään se kykenee hyödyntämään käytännössä 
kaikkia tasalämpöisiä eläimiä, mukaan lukien ihmistä (Dubey 2010). Toxoplasma 
gondii:n aiheuttamaa toksoplasmoosia pidetäänkin maailman yleisimpänä loisen 
aiheuttamana zoonoosina. Lisäksi on hyvä huomioida, että toksoplasman aiheuttamat 
tartunnat ovat todennäköisesti alidiagnosoituja (EFSA 2007). Suurelle osalle ihmisistä 
loinen ei aiheuta minkäänlaisia oireita tai oireet ovat lyhyitä, itsestään rajoittuvia sekä 
epäspesifisiä eivätkä näin ollen johda loistartuntaepäilyyn ja diagnosointiin (McLeod 
ym. 2014). 
Toksoplasmaa tavataan maailmanlaajuisesti ja siitä tunnetaan lukuisia kantoja, joiden 
yleisyys vaihtelee maanosien välillä. Perinteisesti loisen kannat on jaettu kolmeen 
toisiaan geneettisesti lähellä olevaan linjaan (genotyypit I, II ja III) (Howe ja Sibley 
1995). Geenisekvenssin osalta nämä linjat eroavat toisistaan vain vajaan prosentin 
verran. Näihin kolmeen linjaan kuuluvia kantoja on pidetty käytännössä klonaalisina, 
mikä osoittaa loisen lisääntymisen tapahtuneen nimenomaan suvuttomasti (Howe ja 
Sibley 1995). Herkemmillä tyypitysmenetelmillä on voitu havaita aiempaa enemmän 
pieniä eroja genomeissa. Esimerkiksi tutkimalla DNA:n katkoskirjoa (RFLP, restriction 
fragment length polymorphism) kymmenen eri markkerin osalta havaittiin 189 
toisistaan eroavaa genotyyppiä tutkittaessa noin 1500 ympäri maailmaa kerättyä 
loislöydöstä (Shwab ym. 2014). Genotyyppien jako puhtaasti kolmeen linjaan ei ole 
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enää ollut käytännöllistä ja näiden kolmen rinnalle onkin viime vuosina lisätty linjoja, 
jotka on usein niputettu yhdeksi epätyypillisten genotyyppien linjaksi (Shwab ym. 
2014).  
Edellä mainitut, DNA:n katkoskirjoa käyttäen tutkitut löydökset tyypitettiin useissa 
erillisissä tutkimuksissa eri puolilla maailmaa, ja Shwab ym. (2014) ovat 
katsausartikkelissaan yhdistäneet näiden tutkimusten tiedot. Katsausartikkelissa 
käsitellyt tutkimukset kattavat näytteitä sekä ihmisistä että eläimistä. Varsinkin 
Euroopasta olevat loislöydökset edustavat pääosin kolmea perinteistä linjaa. Euroopassa 
liki kaksi kolmasosaa löydöksistä on tyyppiä II, tyyppiä I ja III on kumpaakin noin 
kymmenesosa. Pohjois-Amerikassa tyyppiä I ei juuri esiinny, tyyppi II:ta havaittiin 
vajaassa puolessa ja tyyppi III:a vajaassa viidenneksessä löydöksistä. Muutama vuosi 
sitten kuvattua tyyppi 12:ta löytyi Pohjois-Amerikassa lähes neljäsosasta 
näytteitä (Khan ym. 2011). Keski- ja Etelä-Amerikassa vaihtelu on huomattavasti 
suurempaa, eikä mikään yksittäinen genotyyppi ole edustettuna yli kymmenessä 
prosentissa näytteitä. Afrikasta tutkitut näytteet eivät edustaneet kattavasti koko 
mannerta, ja voimakas painottuminen Egyptiin saattaa aiheuttaa harhaa tuloksiin. 
Kyseisten tulosten mukaan tyyppi II:ta havaittiin lähes puolessa ja tyyppi III:a lähes 40 
prosentissa näytteistä. Aasiassa liki puolessa näytteistä havaittiin omaa linjaansa 
(Chinese 1) ja tyypin I linjaa noin 14 prosentissa. 
Siitä huolimatta, että genotyyppilinjat eroavat geenisekvenssin osalta toisistaan alle 
prosentin, linjojen välillä on eroja taudinaiheutuskyvyssä eli virulenssissa. Eniten tätä 
on tutkittu hiirillä, joilla on havaittu tyypin I kantojen aiheuttavan tappavan, akuutin 
toksoplasmoosin, kun taas tyypit II ja III aiheuttavat useimmiten oireettoman tartunnan, 
kun kyseessä on immuunipuolustukseltaan normaali eläin (Sibley ja Boothroyd 1992). 
Virulenssiin vaikuttavat todennäköisesti useat tekijät, mutta epiteelin läpäisynopeus 
sekä lisääntymisnopeus lienevät ainakin merkittäviä (Dardé 2008). Taudinkulkuun 
vaikuttavat niin ikään infektioannoksen suuruus ja tartuntareitti (Dubey 2010). Myös 
voimakkaan immuunivasteen uskotaan myötävaikuttavan vakavan akuutin 
toksoplasmoosin kehittymisessä. Isännän runsaan sytokiinituotannon on havaittu 
aiheuttavan patologisia muutoksia etenkin maksasoluissa (Mordue ym. 2001, Nguyen 
ym. 2003). Ihmisistä, joilla on todettu toksoplasmoosi, on eristetty useita kantoja ja 
viime aikoina käytettyjen tyypitysmenetelmien perusteella tyypin I kannat näyttävät 
olevan näissä yleisiä, joskin näytemäärät ovat olleet pienehköjä (Shwab ym. 2014). 
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Virulenssiin vaikuttaa myös isäntälaji. Esimerkiksi hiirille letaalin tyypin I kannat eivät 
näytä aiheuttavan normaalin immuunipuolustuksen omaaville rotille kliinistä tautia 
(Zenner ym. 1999). Tyypin II kantoja on pidetty melko vaarattomina normaalin 
immuunipuolustuksen omaavilla yksilöillä verrattuna esimerkiksi epätyypillisiin 
kantoihin (Sobanski ym. 2013), mutta myös tyypin II on havaittu aiheuttavan tappavaa 
toksoplasmoosia eläimissä (Spycher ym. 2011, Jokelainen ja Nylund 2012, Herrmann 
ym. 2013).  
Pääisännän infektoituminen samanaikaisesti kahden eri kannan loisten toimesta voi 
tuottaa jälkeläisiä, joiden genotyyppi eroaa huomattavasti vanhempien genotyypistä. 
Näin ollen myös fenotyyppi, esimerkiksi virulenssi hiirissä, voi muuttua merkittävästi 
kahden eri kannan risteytyessä (Dardé ym. 2014). Sekä kokeellisten risteytysten että 
luonnosta löydettyjen risteytysten osalta on havaittu hiirten kuolleisuuden vaihtelevan 
matalasta 100 prosenttiin. 
Kehittyneemmät genotyypitysmenetelmät ovat antaneet aihetta epäillä, ovatko 
sylvaattinen sekä ihmispopulaatiossa ja kotieläimissä tapahtuva kierto loisella 
yhtenevät, kuten aiemmin on ajateltu (Wendte ym. 2011). Mikäli kierrot ovat erillisiä, 
ihmisasutuksen leviäminen yhä laajemmalle saattaa aiheuttaa vakaviakin 
taudinpurkauksia loisen genotyyppien päästessä uusiin populaatioihin. Tutkimustieto 
tämän osalta on kuitenkin vielä vajavaista, ja genotyyppien vaihtelevuutta saattaa lisätä 
myös toisistaan eroavat tyypitysmenetelmät. Villieläimiä on tutkittu enemmän 
viimeaikaisilla, tarkemmilla menetelmillä kuin kotieläimiä ja ihmistä (Wendte ym. 
2011). 
Eniten yleistä huomiota on saanut T. gondii:n tarttuminen ulosteen välityksellä, 
varsinkin ihmisen käsitellessä kotikissan ulostetta. Loinen tarttuu kuitenkin myös veden 
välityksellä ja raakaa tai riittämättömästi kypsennettyä lihaa syödessä (Dubey 2010). 
Muiden muassa ihmisen ja lampaan sikiön loinen kykenee tartuttamaan istukan läpi. 
Tällainen transplasentaarinen tartunta voi aiheuttaa vakavia haittoja sikiölle ja johtaa 
jopa keskenmenoon tai luomiseen. Näitä haittoja loinen aiheuttaa todennäköisimmin, 
kun naaras saa ensimmäisen tartunnan tiineyden aikana (Montoya ja Remington 2008, 
Innes ym. 2009). Tavallisesti ennen tiineyttä saatu infektio ja tällöin muodostunut 
immuunipuolustus auttaa suojaamaan sikiötä toksoplasmatartunnalta. Ihmisillä on 
kuitenkin havaittu yksittäisissä tapauksissa myös sikiön infektioita tilanteissa, joissa äiti 
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on saanut uuden tartunnan raskauden aikana (Elbez-Rubinstein ym. 2009). Kuvattu 
tilanne on mahdollinen normaalinkin immuunipuolustuksen omaavalla yksilöllä, kun 
uuden infektion aiheuttaja on eri genotyyppiä kuin aiempi eikä risti-immuniteetti suojaa 
tätä genotyyppiä vastaan. 
Toxoplasma gondii:n on havaittu muokkaavan ainakin jyrsijäisäntänsä käyttäytymistä 
niin, että sen tavallisesti kokema pelko uusia asioita kohtaan vähenee (Dubey 2010). 
Tällöin jyrsijät eivät normaalista poiketen kavahda kissan hajua, ja ovat näin ollen 
alttiimpia tulemaan syödyksi. Vaikuttaessaan käytökseen tällä tavoin loinen varmistaa 
elämänkiertonsa jatkumisen. 
 
2.1.2 Elämänkierto 
Toxoplasma gondii kykenee lisääntymään sekä suvullisesti että suvuttomasti. 
Suvullinen lisääntyminen tapahtuu ainoastaan kissaeläimissä, jotka siis ovat kyseisen 
loisen pääisäntiä. Suvutonta lisääntymistä tapahtuu sekä varsinaisissa väli-isännissä että 
kissaeläimissä (Speer ja Dubey 1998). Loisen tartuntakykyisiä muotoja ovat takytsoiitit, 
bradytsoiitit ja sporotsoiitit. 
Takytsoiitit ovat loisen nopeasti lisääntyviä muotoja ja niitä voidaan havaita varsinkin 
akuutissa vaiheessa niin isännän verenkierrossa kuin eritteissäkin (Dubey 2010). 
Sirpinmuotoiset takytsoiitit ovat kooltaan noin 2 × 6 µm. Siitä huolimatta, että 
takytsoiitteja on havaittu muiden muassa maidossa, syljessä ja siemennesteessä, ei 
eritteitä pidetä merkittävänä tartuntalähteenä (Dubey 2010). Takytsoiitit voivat aiheuttaa 
vakavan ja jopa tappavan toksoplasmoosin infektoidessaan ja vaurioittaessaan nopeasti 
lukuisia isännän soluja. Toksoplasma aiheuttaa kudostuhoa lisääntyessään 
solunsisäisesti, ja seuraukset voivat olla erittäin vakavia, erityisesti, kun kyseessä on 
elintärkeät elimet, kuten sydän tai lisämunuaiset (Dubey 2010). Toksoplasma ei tuota 
toksiineja. Takytsoiitit voivat verenkierron kautta päästä läpäisemään istukan ja 
aiheuttaa näin sikiössä epämuodostumia tai sikiökuoleman (Dubey 2010). Kudoksissa 
takytsoiiteista voi muodostua uusia bradytsoiitteja ja kudoskystia. Takytsoiitit eivät 
juuri kestä mahan happamia olosuhteita, mutta osa niistä voi selvitä tartuntakykyisinä 
suolistoon asti ja suun kautta saadut takytsoiitit voivat päästä elimistöön suoraan suun- 
ja nielun limakalvojen lävitse (Dubey 1998, 2005). 
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Bradytsoiitit ovat solunsisäisissä kudoskystissa sijaitsevia loisen muotoja, jotka 
lisääntyvät suvuttomasti ja suhteellisen hitaasti (Dubey 2010). Kudoskystia voi 
muodostua niin sisäelimiin kuin lihas- ja hermokudokseenkin. Useimmiten 
kudoskystien kohde-elimenä ovat kuitenkin luustolihakset, sydänlihas tai aivot (Dubey 
2010). Varhaiset kudoskystat voivat olla halkaisijaltaan vain noin 5 µm ja sisältää 
ainoastaan muutamia bradytsoiitteja. Aivoissa pidempään kehittyneet kudoskystat 
voivat saavuttaa 70 µm:n halkaisijan ja sisältää tuhansia bradytsoiitteja. Lihaskudoksiin 
sijoittuneet kudoskystat ovat useimmiten pitkulaisempia ja pituutta niillä voi olla jopa 
100 µm. Bradytsoiitit ja kudoskystat liittyvät etenkin T. gondii:n krooniseen muotoon, 
joskin kudoskystia muodostuu jo muutaman päivän kuluessa tartunnasta. Kudoskystassa 
loinen voi säilyä vuosia, todennäköisesti isännän koko eliniän (Dubey 2010). 
Kudoskystissa olevat toksoplasman muodot eivät tavallisesti aiheuta minkäänlaisia 
oireita isännässä vaan elävät isännän immuunipuolustuksen rajaamina. Kudoskystat 
voivat kuitenkin hajota, jolloin bradytsoiitit vapautuvat elimistöön. Normaalisti 
toimivan immuunipuolustuksen omaava isäntä kykenee yleensä tällöin torjumaan loisen 
ilman, että T. gondii aiheuttaa kliinistä tautia. Sen sijaan immuunipuolustukseltaan 
heikentynyt isäntä voi sairastua vakavaan ja jopa tappavaan toksoplasmoosiin (Dubey 
ym. 1998). Näin voi tapahtua esimerkiksi ihmisillä, joilla AIDS tai 
immunosuppressiivinen lääkitys on heikentänyt immuunipuolustusta. Yksilössä, jolla on 
normaalisti toimiva immuunipuolustus, toksoplasma lähinnä odottaa kudoskystassa 
isännän tulemista syödyksi ja näin tilaisuutta päätyä uuteen yksilöön. 
On hyvä huomioida, että kudoskystia voi muodostua sekä pää- että väli-isännissä ja näin 
kissat voivat toimia myös väli-isäntinä. Kudoskystia ei voida havaita kudoksista 
paljaalla silmällä, mutta valomikroskoopilla ne ovat havaittavissa suhteellisen helposti 
(Kuva 1). 
Ookystat muodostuvat pääisäntien suoliston epiteelisoluissa kokkidialkueläimille 
tyypillisen suvullisen lisääntymisen (gametogonia) kautta ja leviävät ulosteen mukana 
ympäristöön (Dubey 2010). Ollakseen tartuntakykyinen ookystan tulee sporuloitua, 
tähän menee aikaa tavallisesti yhdestä viiteen päivään. Sporuloitumaton 
toksoplasmaookysta on pyöreähkö ja kooltaan 10 × 12 µm, sporuloituessaan se muuttuu 
hieman soikeammaksi ja on kooltaan 11 × 13 µm (Dubey 2010). Sporuloitunut ookysta 
sisältää kaksi sporokystaa, ja sporuloitumisessa kunkin sporokystan sisälle muodostuu 
neljä sporotsoiittia. Sporuloitumiseen kuluva aika vaihtelee ilmastuksesta ja 
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lämpötilasta riippuen. Sporuloituneet ookystat säilyvät tartuntakykyisinä ympäristössä 
pitkiä aikoja, jopa yli vuoden, ja kestävät ainakin lyhyitä pakkas- ja kuivuusjaksoja 
(Dubey 2010). 
Eläimen saatua ruoansulatuskanavaansa sporuloituneita ookystia, niistä vapautuvat 
sporotsoiitit tunkeutuvat suolen epiteelisoluihin ja kulkeutuvat pääosin lamina 
propriaan eli limakalvon alaiseen tukikerrokseen, mutta osa päätyy myös verenkiertoon 
ja näin laajemmalle elimistöön (Dubey 2010). Lamina proprian soluissa, kuten 
verisuonten endoteelisoluissa, fibroblasteissa ja immuunijärjestelmän soluissa, 
sporotsoiiteista muodostuu takytsoiitteja (Dubey 2010). Muutamien päivien kuluessa 
elimistöön muodostuu lisäksi bradytsoiitteja sisältäviä kudoskystia. Väli-isännästä 
loinen voi levitä eteenpäin takytsoiittien välityksellä jälkikasvuun tai infektoituneen 
kudoksen kautta lajitoveriin, saalistajaan tai raadonsyöjään. Useimmissa tapauksissa 
leviäminen jälkikasvuun tapahtuu akuutin infektion yhteydessä naaraan saadessa 
ensimmäisen tartuntansa tiineysaikana. Immunosuppressio voi kuitenkin johtaa 
Kuva 1. Mikroskooppikuva kissan maksassa sijainneesta T. gondii:n 
kudoskystasta, jossa on ainakin joitakin kymmeniä ruskeana erottuvia 
bradytsoiitteja. Immunohistokemiallinen värjäys. 
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takytsoiittien reaktivaatioon ja sitä kautta sikiön tartuntaan myös kroonisessa 
infektiossa. 
Isäntäeläimet voivat saada tartunnan myös bradytsoiiteista syömällä kudoskystia 
sisältävää lihaskudosta tai elimiä. Tartuntakykyisiä bradytsoiitteja on eristetty myös 
pitkälle hajonneista haaskoista ja vasta yli +66 °C:n lämpötilan on todettu tuhoavan ne 
täydellisesti (Dubey 2010). Jäätymiselle bradytsoiitit ovat sen sijaan herkkiä ja 
vähintään −12 °C:n pakkanen tuhoaa ne, joskin tämä edellyttää kudoksen jäätymistä 
läpikotaisin. Kudoskystasta bradytsoiitit vapautuvat ruoansulatusentsyymien 
vaikutuksesta mahalaukussa ja ohutsuolessa. Bradytsoiitit itsessään kestävät 
mahahappoja ja entsyymejä riittävän pitkään infektoidakseen isännän (Jacobs 1960, 
Dubey 1998). Vapautuneet bradytsoiitit tunkeutuvat suolen epiteelisoluihin, ja loinen 
leviää elimistöön, kuten edellä on kuvattu sporotsoiittien osalta.  
Pääisännän suoliston epiteelisolujen sisällä tapahtuu loisen monivaiheinen 
lisääntyminen, joka johtaa lopulta ookystien muodostumiseen ja vapautumiseen. Ennen 
varsinaista suvullista lisääntymistä muodostuu viisi morfologisesti erilaista suvuttoman 
lisääntymisen muotoa, tyypit A–E (Dubey ja Frenkel 1972). Näitä seuraavat 
sukusolujen sekä tsygootin muodostuminen. Lopulta ookystaseinän suojaama tsygootti 
vapautuu isäntäsolun puhjetessa (Dubey 2010). Kissaeläin voi erittää kymmeniä 
miljoonia ookystia päivässä. Tavallisesti kissaeläin erittää loisia kuitenkin vain parin 
viikon ajan ensimmäisen tartunnan jälkeen ja seuraavien tartuntojen yhteydessä 
ookystia ei enää tyypillisesti erity (Dubey 2010). Prepatenssiaika, eli ajanjakso, joka 
kuluu tartunnasta ookystien erittymiseen, on riippuvainen siitä, mikä tartuntakykyinen 
muoto on kyseessä. Ookystien ja takytsoiittien tapauksessa prepatenssiaika on 18 päivää 
tai enemmän, kun taas bradytsoiittitartunnan jälkeen aika on selvästi lyhyempi, 3–10 
päivää. Kaikki infektoituneet kissaeläinyksilöt eivät eritä ookystia missään vaiheessa, 
varsinkin ookystista saadun ensi-infektion tapauksessa eritystä ei läheskään aina ole 
havaittu (Dubey 2010). Ookystien erityksen uusiutuminen kissaeläimelläkin on 
mahdollista, erityisesti kissaeläimen infektoituessa loisen toisen kannan toimesta, tai 
kun edellisestä infektiosta on kulunut useita vuosia (Dubey 1995). Myös 
immunosuppressio voi johtaa siihen, että ookystien eritys uusiutuu. 
Immuunipuolustuksen häiriöt voivat johtua esimerkiksi kortikosteroidilääkityksestä 
(Dubey ja Frenkel 1974). Myös infektio toisen loisen toimesta voi johtaa erityksen 
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uusiutumiseen, Dubey ja Frenkel (1974) havaitsivat tartuttaessaan kissoja Isospora-
suvun loisilla. 
On syytä korostaa, että lisääntyäkseen ja levitäkseen T. gondii ei tarvitse pääisäntää ja 
suvullista lisääntymistä, vaan se kykenee suvuttomaan lisääntymiseen väli-isäntiä 
hyödyntämällä. Huomattavan laaja väli-isäntäkirjo yhdessä loisen selviytymiskyvyn 
kanssa tekee toksoplasmasta selviämisen ja leviämisen mestarin. Koska loinen leviää 
useammalla kuin vain yhdellä tavalla, se menestyy sekä lihan- että kasvinsyöjien 
keskuudessa.  
 
2.2 Ilves toksoplasman pääisäntänä 
Ilves (Lynx lynx) on kissaeläimiin (Felidae) kuuluva suurpeto ja Suomen ainoa 
luonnonvarainen kissaeläin. Sen säkäkorkeus on 60–75 cm ja paino 7–25 kg. Ilvestä 
tavataan koko Suomessa ja erityisesti Oulun eteläpuolella sen havainnot ovat viimeisen 
kymmenen vuoden aikana lisääntyneet (RKTL 2014a). Riista- ja kalatalouden 
tutkimuslaitoksen arvion mukaan Suomessa oli ennen vuoden 2014 metsästyskauden 
alkua 2700–2900 yli vuoden ikäistä ilvestä (RKTL 2014b). Kansainvälisen 
luonnonsuojeluliiton IUCN:n luokituksessa ilves kuuluu elinvoimaisiin lajeihin 
(Breitenmoser ym. 2008), mutta Suomessa ilves on arvioitu vaarantuneeksi (RKTL 
2013). 
Ilves on lihansyöjä. Se saalistaa monipuolisesti niin pikkujyrsijöitä, jäniseläimiä, lintuja 
kuin pienten hirvieläintenkin kokoluokkaa olevia eläimiä (Kuva 2). Ilves syö pääosin 
tuoreita ruhoja, ja sen haaskalla käyntiä rajoittaa myös pakkanen, sillä ilves ei kykene 
hampaistollaan juurikaan hyödyntämään jäistä lihaa (Metsähallitus 2014). Koska 
ilveksen ravinto koostuu suurelta osin tuoreista ruhoista, kudoskystien tai muidenkaan 
loisen tartuntakykyisten muotojen säilymisajalla ruhossa ei ole suurta merkitystä 
ilveksen tartuttamisessa. 
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Suomessa tehdyssä tutkimuksessa saatiin T. gondii -vasta-aineiden prevalenssiksi 
ilveksissä serologisella menetelmällä 86 % (Jokelainen ym. 2013). Ilveksen (Lynx lynx) 
ei ole tähän mennessä osoitettu erittävän T. gondii:n ookystia, vaikka useiden muiden 
kissaeläinten, kuten lähisukuisen punailveksen (Lynx rufus), osalta tämä on varmistettu 
(Marchiondo ym. 1976, Dubey 2010). Yli vuoden vanhat ilvekset ovat selvästi 
todennäköisemmin seropositiivisia toksoplasman suhteen kuin nuoremmat lajitoverinsa 
(Oksanen ja Lindgren 1995, Jokelainen ym. 2013). Vastaavaa korrelaatiota iän ja 
seropositiivisuuden suhteen on havaittu myös muilla lajeilla, mikä osoittaa loisen 
tarttuvan pääosin syntymän jälkeen (Dubey 2010, Jokelainen ym. 2010). 
Naapurimaassa Ruotsissa on myös tutkittu ilvesten seroprevalenssia vastaavalla 
menetelmällä (Ryser-Degiorgis ym. 2006). Kyseisessä tutkimuksessa T. gondii:n 
seroprevalenssiksi saatiin 75 %. Sekä Suomessa että Ruotsissa havaittiin prevalenssissa 
gradientti etelän ja pohjoisen välillä. Etelässä ilveksillä oli korkeampi seroprevalenssi, 
ja molemmissa tutkimuksissa tämän arvioitiin johtuvan ihmisasutuksen ja sitä kautta 
kissapopulaation tiheydestä. Myös saaliseläinten erot saattavat vaikuttaa ilvesten 
Kuva 2. Yksinkertaistettu kaavakuva toksoplasman elämänkierrosta ilveksissä 
ja ilveksen saaliseläimissä. Ilvekseen toksoplasma päätyy kudoskystien 
välityksellä saaliseläimestä. Myös pelkästään kasveja syövä eläin voi saada 
toksoplasmatartunnan kissaeläinten erittämien ja sporuloituneiden ookystien 
välityksellä. Vaikka ilveksen ei ole todettu erittävän ookystia, eritystä oletetaan 
tapahtuvan perustuen sen lähisukulaisista saatuihin tuloksiin. 
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altistumiseen loiselle. Metsäjäniksellä (Lepus timidus), joka on ilveksen pääravintoa 
pohjoisessa, on havaittu matala seroprevalenssi (4,2 %), verrattuna pieniin hirvieläimiin 
(25,7 %), jotka puolestaan ovat ilveksen pääravintoa etelämpänä  (Jokelainen ym. 2010, 
2011). 
Myös Korkeasaaren eläintarhassa on tutkittu serologisesti 1990-luvulla eläinten 
altistumista toksoplasmalle (Saarhelo 1998). Kyseisessä tutkimuksessa tutkittiin 
kahdeksan eläintarhassa elävää ilvestä (Lynx lynx), jotka kaikki todettiin 
seropositiivisiksi toksoplasman suhteen. Eläintarhassa ilvekset voivat saada tartunnan 
syötyään hoitajien niille tarjoamaa infektoitunutta lihaa tai saalistettuaan esimerkiksi 
eläintiloihin eksyneitä villejä jyrsijöitä. 
Suomessa kissojen seroprevalenssia on viimeksi tutkittu pari vuotta sitten, jolloin 
seroprevalenssiksi saatiin 48,4 % (Jokelainen ym. 2012). Tässäkin tutkimuksessa 
havaittiin iän vaikutus vasta-aineiden esiintyvyyteen, yli 12 kuukauden ikäiset kissat 
olivat todennäköisemmin seropositiivisia kuin nuoremmat. Liikkuessaan ihmisasutusten 
läheisyydessä ilves saattaa saalistaa kotikissoja, joiden kudoksista se voi saada 
toksoplasmatartunnan. Mikäli oletetaan ilveksen erittävän ookystia, voi se näin omalta 
osaltaan lisätä toksoplasman ookystien määrää ihmisasutuksen läheisyydessä. 
Liikkuessaan se voi levittää ookystia myös laajemmalle, jolloin muillakin 
luonnoneläimillä on mahdollisuus saada ookystia ruoansulatuskanavaansa, ja tätä kautta 
infektoitua edelleen. 
Ihmisasutuksista etäällä olevilla alueilla, jollaisina voitaneen pitää varsinkin laajoja 
alueita Pohjois-Suomessa, ilves ei juuri kohtaa luonnossa liikkuvia kissoja. Muissa 
maissa ja muilla ilveslajeilla tehtyjen tutkimusten yhteydessä on saatu tukea ajatukselle, 
että ilves voi toimia toksoplasman ainoanakin pääisäntänä (Simon ym. 2013a). 
Tällaisessa sylvaattisessa kierrossa tapahtuisi myös toksoplasman suvullista 
lisääntymistä ja ookystien erittymistä. Näin myös kasveja syövät villieläimet voisivat 
infektioitua ookystien vaikutuksesta ja toksoplasmatartunta voisi taas näiden jouduttua 
saaliiksi levitä uusiin ilvesyksilöihin. Jokelaisen ym. (2010) Suomessa tekemässä 
tutkimuksessa havaittiin toksoplasmavasta-aineita 27 %:ssa valkohäntäkauriita 
(Odocoileus virginianus) ja 18 %:ssa metsäkauriita (Capreolus capreolus). 
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2.3 Toksoplasman serologinen diagnostiikka 
Serologiaa hyödyntäen voidaan tutkia isännän loista vastaan muodostamia vasta-aineita. 
Serologia on siis aina epäsuora menetelmä. Toksoplasman havaitsemiseen on kehitetty 
useita erilaisia serologisia testejä. Testistä riippuen voidaan havaita IgG- tai IgM-vasta-
aineita (Dubey 2010). Havaittavien vasta-ainemäärien muodostumiseen menee noin 
kaksi viikkoa (Jenum ja Stray-Pedersen 1998). IgM-vasta-aineita muodostuu primääri-
infektiossa nopeimmin, IgG-vasta-aineita alkaa muodostua vasta myöhemmässä 
vaiheessa. IgM-vasta-aineita voidaan havaita vielä pitkänkin ajan kuluttua infektiosta 
(Lappalainen ja Hedman 2004). 
Serologinen testi voi antaa joissakin tapauksissa negatiivisen tuloksen, vaikka yksilö 
olisikin toksoplasman tartuttama (Dubey 2010). Tartunta voi olla niin tuore, että 
serokonversiota ei ole ehtinyt tapahtua. Myös äidistä sikiöön tapahtuneissa tartunnoissa 
yksilö ei aina muodosta vasta-aineita, mikäli loinen on päätynyt elimistöön ennen 
immuunipuolustuksen kehittymistä ja näin ollen loisen antigeenit tunnistetaan omiksi. 
Kun elimistö pitää loisen antigeenejä itseensä kuuluvina eikä muodosta niitä vastaan 
vasta-aineita, ilmiötä kutsutaan immunotoleranssiksi. 
Sabin-Feldman värjäystä (Sabin-Feldman dye test, DT) (Sabin ja Feldman 1948) 
käytetään edelleen vertailumenetelmänä muille serologisille tutkimusmenetelmille. Se 
on tarkka ja herkkyydeltään hyvä menetelmä. Siinä käytetään kuitenkin eläviä, 
tartuntakykyisiä loisen takytsoiittimuotoja ja sen suoritus vaatii hyvää teknistä 
osaamista, minkä lisäksi menetelmä on kallis (Dubey 2010). Näiden seikkojen vuoksi 
testiä suorittaakin vain muutama kliininen laboratorio maailmassa (Holec-Gąsior 2013). 
Epäsuora fluoresenssimenetelmä vasta-aineiden osoittamiseen (Indirect fluorescent 
antibody test, IFA) vaatii tulosten tulkitsemiseen fluoresenssimikroskoopin ja edellyttää 
lisäksi lajikohtaisten fluoresoivien konjugaattien käyttöä (Dubey 2010). Testi saattaa 
myös antaa virheellisiä positiivisia tuloksia ristireaktioiden vuoksi. Tämä menetelmä on 
pääosin vertailukelpoinen Sabin-Feldman värjäyksen kanssa, mutta sen tekee 
turvallisemmaksi kuolleiden takytsoiittien käyttö antigeenien lähteenä. 
Epäsuoralla hemagglutinaatiolla (Indirect hemagglutination test, IHA) tutkitaan 
takytsoiittien liukoisia antigeenejä vastaan muodostuneita vasta-aineita. Menetelmässä 
käytetään kyseisillä antigeeneillä päällystettyjä punasoluja, jotka agglutinoituvat, mikäli 
14 
 
seerumissa on kyseisiä antigeenejä tunnistavia vasta-aineita. Menetelmä saattaa antaa 
vääriä negatiivisia tuloksia varhaisessa infektiossa sekä kongenitaalisissa infektioissa 
(Dubey 2010). 
Muunnettua agglutinaatiotestiä (Modified agglutination test, MAT) käytetään erityisesti 
eläinten diagnostiikassa ja siitä on saatavilla kaupallinen sovellus. Menetelmä ei vaadi 
erikoisvälineitä. Testi havaitsee ainoastaan IgG-vasta-aineet, joita muodostuu vasta 
jonkin ajan kuluttua infektiosta (Dubey 2010). Näin ollen testi saattaa antaa virheellisiä 
negatiivisia tuloksia akuuteissa infektioissa. 
Lateksiagglutinaatiotestistä (Latex agglutination test, LA) on myös saatavilla 
kaupallinen sovellus, eikä sen suorittamiseen vaadita erityistä välineistöä (Dubey 2010). 
Menetelmässä antigeenillä päällystetyt lateksipartikkelit agglutinoituvat, mikäli 
tutkittava seerumi sisältää vasta-aineita kyseisiä antigeenejä vastaan. 
Entsyymivälitteisestä immunoabsorbenttimäärityksestä (Enzyme-linked  
immunoabsorbent assay, ELISA) on kehitetty useitakin muunnoksia, joskin suurin osa 
näistä vain ihmisille. Menetelmän etuna on sen nopeus sekä mahdollisuus automatisoida 
se suuria näytemääriä tutkittaessa (Dubey 2010). Menetelmä perustuu värireaktioon, ja 
tämän reaktion kvantitatiiviseen lukemiseen tarvitaan erillinen lukijalaite. 
Osa serologisista testeistä antaa viitteitä myös siitä, onko kyseessä akuutti tartunta vai 
pidempään jatkunut, krooninen tartunta. Tällaisella diagnostiikalla on merkitystä 
erityisesti tutkittaessa raskaana olevien naisten serologista tilaa toksoplasman suhteen. 
Alun perin suomalaisten tutkijoiden kehittämällä toksoplasman aviditeettitestillä 
tutkitaan, kuinka voimakkaasti sitoutuvia toksoplasmaa vastaan muodostuneet IgG-
vasta-aineet ovat (Hedman ym. 1989). Akuutin infektion varhaisessa vaiheessa vasta-
aineiden sitoutuvuus eli aviditeetti on heikompi, kun taas myöhemmin, 
immuunipuolustuksen kehitettyä vasta-aineiden rakennetta, sitoutuvuus on 
voimakkaampi. Korkean sitoutuvuuden omaavien vasta-aineiden ilmaantumiseen kuluu 
tyypillisesti 12–16 viikkoa (Dubey 2010). Vasta-aineiden sitoutuvuuden kehittymiseen 
vaikuttaa kuitenkin yksilön immuunipuolustuksen toimintakyky ja näin ollen 
esimerkiksi raskaus hidastaa aviditeetin lisääntymistä. Hedman ym. (1989) kehittämän 
aviditeettitestin avulla kyetään myös erottelemaan ensimmäinen infektio uusiutuneesta 
infektiosta. Myös pariseerumitesteillä voidaan havaita vasta-aineiden konsentraation 
muutos, joka antaa viitteitä siitä onko infektio akuutti. Pariseerumitesti kuitenkin vaatii 
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kaksi eri aikaan, esimerkiksi kahden viikon välein, otettua näytettä, ja usein näytteitä on 
saatavilla vain yksi (Lappalainen ja Hedman 2004). Vasta-aineiden konsentraatioita 
mittaamalla ei yksittäisestä seeruminäytteestä voida saada luotettavaa tietoa infektion 
kestosta kuin poikkeustapauksissa. Mikäli yksittäisessä näytteessä havaitaan 
toksoplasmalle spesifisiä IgG-vasta-aineita, mutta ei IgM-vasta-aineita, voidaan 
infektiota pitää suurella todennäköisyydellä pidempään jatkuneena (Lappalainen ja 
Hedman 2004). 
Eri serologisten testien vertailu toisiinsa on lähes mahdotonta (Dubey 2010). Testien 
herkkyys sekä spesifisyys vaihtelevat huomattavasti ja samoin niissä käytettävät 
erilaiset laimennokset, eli tiitterit, hankaloittavat vertailua. Testin valintaan vaikuttavat 
monesti myös taloudelliset tekijät, testin suorittajien osaaminen ja laboratorioiden 
varustetaso (Dubey 2010). 
 
2.4 Toksoplasman diagnostiikka PCR-menetelmillä 
Jos halutaan osoittaa itse T. gondii -loisen esiintyminen näytteessä, käytetään suoria 
tutkimusmenetelmiä, esimerkiksi PCR-menetelmää, polymeraasiketjureaktiota. Sillä 
voidaan monistaa haluttua DNA-jaksoa, jolloin DNA-materiaalia saadaan helpommin 
tutkittavia ja havaittavia määriä. Sitä hyödynnetäänkin kasvavassa määrin muiden 
muassa tautien diagnostiikassa ja lääketutkimuksessa (Ishmael ja Stellato 2008, 
katsausartikkeli). PCR-menetelmä on hyvin herkkä ja sen katsotaan toksoplasman 
tapauksessa voivan havaita jopa yksittäisen loisen (Dubey 2010). PCR-menetelmällä 
havaitaan kuitenkin vain tutkitun DNA-jakson esiintyminen näytteessä, eikä saada 
tietoa siitä, onko näytteessä havaittu DNA peräisin elinkelpoisista loissoluista. 
PCR-menetelmään tarvitaan DNA-polymeraasientsyymi, nukleotidit eli DNA-
juosteiden rakennuspalikat, alukkeet sekä juoste, josta monistus halutaan suorittaa 
(Ishmael ja Stellato 2008). Monistuminen perustuu lämpötilan tarkasti säädeltyihin 
vaihteluihin, joiden aikana pariutuneet DNA-juosteet ensin irtoavat toisistaan, alukkeet 
kiinnittyvät DNA-juosteeseen, ja DNA-polymeraasientsyymi suorittaa kopioinnin 
liittämällä nukleotideja toisiinsa juosteessa olevan emäsjärjestyksen mukaisesti. Jotta 
alukkeet kiinnittyvät DNA-juosteeseen, juosteesta tulee löytyä aluketta vastaava 
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emäsjärjestys. Kun lämpötilojen vaihtelua toistetaan sykleissä useita kertoja, saadaan 
lopputuloksena eksponentiaalisesti monistunutta DNA:ta.  
Monistettu DNA voidaan havaita esimerkiksi ajamalla näyte elektroforeesilla 
agaroosigeelissä ja värjäämällä monistettu DNA etidiumbromidilla. Geelin läpi 
johdetaan tällöin sähkövirta, jonka vaikutuksesta huokoisessa geelissä olevat DNA-
molekyylit liikkuvat, suuremmat molekyylit hitaammin kuin pienemmät. 
Elektroforeesiajon jälkeen tuloksia voidaan tutkia UV-valossa, jossa DNA-juosteeseen 
sitoutunut etidiumbromidi fluoresoi ja näin havaitaan monistuneet DNA-juosteet 
visuaalisesti viivoina, joita kutsutaan vyöhykkeiksi (Ishmael ja Stellato 2008). DNA-
molekyylien järjestymistä koon mukaan voidaan hyödyntää vertaamalla näytteen 
vyöhykkeitä vertailunäytteen tai mitta-asteikon vyöhykkeisiin. Menetelmä on 
semikvantitatiivinen, joten se ei anna tarkkaa tietoa tutkitun DNA:n pitoisuudesta 
näytteissä, mutta menetelmä palvelee hyvin tilanteissa, joissa halutaan selvittää 
patogeenin olemassaolo näytteessä. 
Nested-PCR-menetelmässä hyödynnetään kahta alukeparia yhden parin sijaan. Nested-
PCR-menetelmä voidaan toteuttaa joko suorittamalla kaksi peräkkäistä PCR-ajoa tai 
yhdellä ajokerralla lisäämällä molemmat alukeparit samalla kertaa näytteeseen (single 
tube nested PCR) (Ellis ym. 1999). Molemmissa tapauksissa ensimmäistä, 
epäspesifisempää alukeparia käyttämällä monistetaan pidempää DNA-jaksoa ja toista 
alukeparia käyttämällä toksoplasmalle spesifistä, ensin monistetun jakson sisällä olevaa 
jaksoa (Kuva 3). Näin saadaan toisen alukeparin herkkyys riittämään DNA:n 
PCR 1:
PCR 2:
Kuva 3. Kaavakuva nested-PCR-menetelmän toiminnasta. Ensimmäisessä 
vaiheessa alukkeet kiinnittyvät alkuperäiseen DNA-juosteeseen emäsjärjestystään 
vastaavaan kohtaan ja monistavat DNA:ta siitä eteenpäin. Toisessa vaiheessa 
sisemmät alukkeet kiinnittyvät vastaavasti ensimmäisessä vaiheessa monistettuun 
lyhyehköön DNA-juosteeseen ja monistavat tästä haluttua aluetta. 
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monistukseen tarkkuuden kärsimättä (Ellis ym. 1999). Käytettäessä kahta eri ajoa 
näytteiden välisen ristikontaminaation mahdollisuus kasvaa, kun ensimmäisessä ajossa 
runsaasti monistunutta DNA-materiaalia joudutaan käsittelemään toista ajoa varten 
(Hurtado ym. 2001). Tällöin riski saada virheellisiä positiivisia tuloksia on suurempi 
kuin yhtä ajokertaa käytettäessä. Teknisesti DNA-näytteen monistaminen ja tulosten 
tulkinta tapahtuu kuten yhtä alukeparia käytettäessä. 
Viime vuosina kvantitatiivisen, reaaliaikaisen PCR-menetelmän (qPCR) käyttö on 
lisääntynyt myös toksoplasman tutkimisessa (Su ym. 2010). Tällä menetelmällä voidaan 
havaita loinen näytteissä mahdollisesti vielä herkemmin kuin nested-PCR-
menetelmällä. Menetelmä antaa lisäksi tietoa loisen määristä näytteissä, jolloin 
esimerkiksi lääkehoitojen tehoa voidaan arvioida (Su ym. 2010). 
PCR on herkkä menetelmä havaitsemaan T. gondii:n isännän kudoksista tai esimerkiksi 
eritteistä. Positiivinen tulos edellyttää kuitenkin loisen perimän osumista käsiteltävään 
näytteeseen, jonka määrä on usein hyvin pieni. PCR-menetelmän etu serologiaan 
verrattuna on, että sillä voidaan havaita toksoplasma näytteistä ilman, että isännän 
elimistö on muodostanut vasta-aineita tai muutoin reagoinut loiseen. Varsinkin 
kaupallisiin serologisiin menetelmiin verrattuna PCR-menetelmän suoritus vie 
pitkähkön ajan ja vaatii useita reagensseja. Menetelmä on myös melko monivaiheinen. 
Lisäksi lämpötilojen tarkka ja nopea vaihtelu monistusvaiheessa edellyttää käytännössä 
erillistä laitetta. 
 
2.5 Toksoplasman immunohistokemiallinen diagnostiikka 
Suorana osoitusmenetelmänä käytetään myös mikroskopiaa, erityisesti 
immunohistokemialla avustettuna. Eläimistä otettuja näytteitä voidaan mikroskopoida, 
kun kudos ensin fiksoidaan esimerkiksi formaliinilla, valetaan parafiiniin ja siitä 
tehdään ohut, joitakin mikrometrejä paksu leike. Erottuvuuden parantamiseksi 
kudosleike värjätään mikroskopointia varten. Kudosnäytteestä tehty leike voidaan 
perusvärjäyksen, kuten hematoksyliini-eosiinivärjäyksen (HE-värjäys), sijaan värjätä 
määrättyyn antigeeniin sitoutuvia vasta-aineita hyödyntäen immunohistokemiallisesti. 
Immunohistokemiaa hyödyntämällä voidaan varmistaa mikroskopoinnissa näkyvät 
loiset T. gondii:ksi, sillä pelkän morfologian perusteella tämä ei ole mahdollista (Dubey 
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2010) (Kuva 1). Immunohistokemialliset menetelmät ovat kuitenkin varsin epäherkkiä 
diagnosointimenetelmiä, koska näytteenä on hyvin pieni pala kudosta. 
 
 
3 TUTKIMUSOSA 
3.1 Johdanto 
Tutkimuksella haluttiin selvittää Toxoplasma gondii -loisen DNA:n esiintymistä 
seropositiivisten ilvesten sydämissä. Loisen DNA:n esiintyminen tutkittiin käyttäen 
nested-PCR-menetelmää, joka on erittäin herkkä havaitsemaan pieniäkin määriä loisen 
DNA:ta. Ilveksen sydännäytteiden rinnalla analysoitiin toksoplasman osalta 
positiivisiksi todetuista kissoista saatuja näytteitä menetelmän toimivuuden 
varmistamiseksi. Tutkimuksessa selvitettiin myös nested-PCR-menetelmän herkkyyttä. 
Tätä varten suoritettiin laimennossarja soluviljelmässä kasvatetuista loisista eristettyä 
DNA:ta käyttäen. 
Aiemmin nested-PCR-menetelmällä tutkituista ilveksen sydämistä ei kolmenkymmenen 
seropositiivisen näytteen joukosta oltu havaittu yhtään positiivista toksoplasman 
perimän osalta (Jokelainen 2014, henkilökohtainen tiedonanto). Yhden seropositiivisen 
ilveksen sydämestä Jokelainen ym. (2013) havaitsivat T. gondii:n perimää käyttäen 
genotyypitysmenetelmää. 
 
3.2 Aineisto ja menetelmät 
3.2.1 Näytteet 
Tutkimus suoritettiin hyödyntämällä Riista- ja kalatalouden tutkimuslaitoksen muun 
tutkimuksen yhteydessä keräämiä ilveksen sydännäytteitä, jotka oli toimitettu Helsingin 
Yliopiston Eläinlääketieteelliselle tiedekunnalle. Ilvekset oli kaadettu myönnettyjen 
metsästyslupien mukaisesti Suomessa. Sydämiä tutkittiin 21 kappaletta. Kaikki ilvekset, 
joiden sydämet analysoitiin, oli aiemmassa tutkimuksessa todettu seropositiivisiksi 
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toksoplasman suhteen (Jokelainen ym. 2013). Sydämet oli säilytetty pakastettuna n. 
−18 °C:ssa. 
Tutkimuksessa käytettiin menetelmän validointiin kudosnäytteitä kahdesta 
toksoplasmapositiivisesta kissasta. Kyseisiltä kissoilta oli Eläinlääketieteellisen 
tiedekunnan patologien suorittamassa ruumiinavauksessa todettu yleistynyt 
toksoplasmoosi. Kissojen näytteet olivat formaliinifiksoituja, parafiiniin säilöttyjä 
kudosnäytteitä maksasta ja aivoista. 
 
3.2.2 DNA:n eristys  
DNA:n eristystä varten tutkittavasta ilveksen sydämestä leikattiin ja punnittiin 
aseptisesti 2 g:n pala lihasta. Sydänlihasnäyte silputtiin mahdollisimman pieniin palasiin 
homogenoinnin helpottamiseksi käyttäen steriiliä skalpellin terää. Viipaloinnin jälkeen 
näytteeseen lisättiin 2 ml Tris-EDTA-puskuria (10 mM Tris ja 1 mM EDTA, pH 8,0) ja 
näyte homogenoitiin (Ultra-Turrax® TP 18-10, Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau, 
Saksa). Homogenointi suoritettiin jäähauteessa, jotta homogenointi ei kuumentaisi 
näytettä. Valmistettua homogenaattia inkuboitiin +4 °C:ssa yön yli tai vähintään 
seitsemän tuntia. 
Noin 40 µl inkuboitua lihashomogenaattia sekoitettiin 70 µl:aan Incubation 
Buffer/Proteinase K-liuosta (Tissue and Hair Extraction Kit, Promega, Madison, WI, 
USA). Inkuboinnin yhteydessä kanteen tapahtuvan höyrystymisen estämiseksi näyte 
peitettiin mineraaliöljyllä. Näytettä inkuboitiin yön yli +55 °C:ssa. 
Varsinainen DNA-eristys suoritettiin käyttämällä kaupallista kittiä (DNA IQ™ System, 
Promega, Madison, WI, USA) hieman muunnetulla protokollalla. Inkuboitua näytettä 
otettiin mineraaliöljykerroksen alta 20 µl, ja siihen lisättiin 40 µl Lysis Buffer -liuosta ja 
4 µl magneettihartsia. Suspensiota vorteksoitiin muutama sekunti ja tämän jälkeen 
inkuboitiin huoneenlämmössä 10 minuuttia. Inkuboinnin aikana näytettä sekoitettiin 
muutamaan otteeseen. 
Näyte sijoitettiin magneettierotustelineeseen ja liuos poistettiin pipetoimalla niin, että 
kaikki magneettihartsi jäi näyteputkeen. Seuraavaksi näytteeseen lisättiin 100 µl Lysis 
Buffer/DTT -liuosta, näyteputki sekoitettiin ja liuos poistettiin 
magneettierotustelineessä. Tämän jälkeen putkeen lisättiin 100 µl Wash Buffer -liuosta, 
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näyteputki vorteksoitiin ja asetettiin magneettierotustelineeseen, jossa liuos pipetoitiin 
pois. Tämä pesuvaihe Wash Buffer -liuoksella toistettiin kaikkiaan kolme kertaa, jonka 
jälkeen näytteen annettiin kuivua korkki auki noin 15 minuuttia. 
Magneettihartsiin kiinnittyneen DNA:n irrottamiseksi lisättiin 50 µl Elution Buffer -
liuosta, näyte vorteksoitiin ja sitä inkuboitiin 5 minuuttia +65 °C:ssa. Vorteksoinnin 
jälkeen näyte sijoitettiin magneettierotustelineeseen ja liuos, joka tässä vaiheessa sisälsi 
eristetyn DNA:n, otettiin talteen. Eristetty DNA analysoitiin seuraavaksi kuvatulla 
nested-PCR-menetelmällä heti tai se pakastettiin −18 °C:ssa myöhempää analysointia 
varten. 
Kissoista saaduista näytteistä DNA-eristys tehtiin kahdella hieman toisistaan eroavalla 
menetelmällä, jotka suoritettiin erikseen. Ensimmäisenä DNA-eristys suoritettiin 
noudattamalla suoraan kaupallisen kitin (Tissue and Hair Extraction Kit, Promega, 
Madison, WI, USA) ohjeistuksessa kuvattua formaliinifiksoitujen, parafiiniin säilöttyjen 
näytteiden protokollaa. Kunkin analysoidun leikkeen määrä oli silmämääräisesti 
arvioiden 5 µg, kun analysointiin otettiin kaksi paksuudeltaan 10 µm:n kudosleikettä. 
Toinen DNA-eristys toteutettiin kuten edellä kuvattu ilveksen sydänlihaksesta otettujen 
näytteiden DNA-eristys, lukuun ottamatta varsinaista homogenointia, sillä ohut 
parafiinileike ei tätä vaatinut eikä se olisi ollut myöskään pienen näytemäärän vuoksi 
mahdollista. Homogenoinnin sijaan parafiinileike hajotettiin pinsettien avulla 
600 µl:aan Tris-EDTA-puskuria, jossa sitä inkuboitiin +4 °C:ssa yön yli. 
 
3.2.3 Nested-PCR-menetelmä ja geelielektroforeesi 
PCR-ajossa käytettiin valmista PCR Master Mix -seosta (Promega, Madison, WI, 
USA). Nested-PCR-menetelmässä alukkeiksi valittiin Vitale ym. (2013) julkaisemat 
alukkeet. Alukkeet (Oligomer, Helsinki, Suomi; taulukko 1) lisättiin 2x Master Mix -
reagenssiin juuri ennen PCR-ajoa ja PCR-ajo suoritettiin 50 µl:n kokonaistilavuudessa, 
jossa kutakin aluketta oli 50 pM. Lopulliset konsentraatiot liuoksessa olivat 
25 yksikköä/ml Taq DNA-polymeraasia, 200 µM kutakin nukleotidia (dATP, dGTP, 
dCTP, dTTP) sekä 1,5 mM MgCl2. Ensimmäiseen ajoon lisättiin eristettyä DNA-
näytettä 3 µl ja alukkeina toimivat toksoplasmalle sekä Neospora caninum -loiselle 
yhteistä DNA-jaksoa monistavat alukkeet. Positiivisena kontrollina tutkimuksessa 
käytettiin DNA:ta, joka oli eristetty Vero-soluviljelmässä viljellystä Toxoplasma 
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gondii:n RH-kannasta (genotyyppi I). Negatiivisena kontrollina käytettiin 
nukleotiditonta vettä (Nuclease-free water, Promega, Madison, WI, USA). 
Ensimmäisessä PCR-ajossa monistettua näytettä otettiin jälkimmäiseen ajoon 1 µl per 
näyte, ja alukkeina käytettiin toksoplasmalle spesifistä, aiempaa lyhyempää DNA-
jaksoa monistavia alukkeita. 
Käytetty PCR-ohjelma (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research, St. Bruno, 
Kanada) oli seuraava: aluksi 95 °C 10 minuutin ajan, jonka jälkeen 40 sykliä 94 °C 50 
sekuntia, 60 °C 30 sekuntia, 72 °C 60 sekuntia sekä lopuksi 72 °C 7 minuutin ajan. 
Monistetut DNA-näytteet visualisoitiin geelielektroforeesilla käyttäen 2 prosenttista 
TAE-agaroosigeeliä (NuSieve 3:1 Agarose, Cambrex BioScience Rockland, East 
Rutherford, NJ, USA), johon oli lisätty etidiumbromidia 0,001 %. 
Molekyylikokomarkkerina geeliajossa käytettiin O’RangeRuler™ 50 bp DNA Ladder -
markkeria (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), jossa 
kokomarkkerit muodostuvat 50 emäsparin välein. 
 
3.2.4 Laimennossarja soluviljelmästä 
Nested-PCR:n herkkyyden selvittämiseksi tehtiin Vero-soluviljelmästä DNA-eristys ja 
laimennossarja. Soluviljelmästä eristetty DNA oli säilytetty pakastettuna −20 °C:ssa. 
Laimennossarja aloitettiin 1:1000-laimennoksesta sekoittamalla 3 µl näytettä 
2997 µl:aan Tris-EDTA-puskuria. Tämän jälkeen laimennossarjaa jatkettiin 1:10 
laimennoksin aina laimennokseen 10-12 asti. Nämä laimennokset tehtiin ottamalla 
edellisestä laimennoksesta näytettä 10 µl ja sekoittamalla se 90 µl:aan Tris-EDTA-
 
Taulukko 1. Nested-PCR-menetelmässä käytetyt  
PCR-alukkeet (Vitale ym. 2013). 
PCR-ajo 1: 
NC 18S RNA sense  5´ TGCGGAAGGATCATTCACACG 3´ 
NC 28S RNA antisense  5´ CCGTTACTAAGGGAATCATAGTT 3´ 
PCR-ajo 2: 
ToxoITS1 sense  5´ GATTTGCATTCAAGAAGCGTGATAGTAT 3´ 
ToxoITS1 antisense  5´ AGTTTAGGAAGCAATCTGAAAGCACATC 3´ 
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puskuria. Kukin laimennos sekoitettiin perusteellisesti vorteksoimalla ennen pipetointia. 
Alkuperäisen pakastetun näytteen DNA:n kokonaispitoisuus määritettiin käyttämällä 
spektrofotometria (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) ja 
laimennosten DNA-pitoisuus laskettiin tätä tulosta hyödyntäen. Alkuperäiselle 
näytteelle sekä saaduille laimennoksille suoritettiin nested-PCR- ja 
geelielektroforeesiajo kuten edellisessä kappaleessa on kuvattu. 
 
3.3 Tulokset 
Kaikki 21 tutkittua ilveksen sydännäytettä todettiin negatiivisiksi T. gondii:n DNA:n 
osalta. Kissoista analysoiduista näytteistä positiivinen tulos saatiin toisen kissan 
maksanäytteestä. Positiivinen tulos saatiin sekä suoraan valmistajan ohjeessa kuvattua 
protokollaa käyttämällä, että tästä muunnetun, ilvesten sydännäytteiden analysoinnissa 
hyödynnetyn protokollan avulla (Kuva 4). 
Kuva 4. Kuva geelielektroforeesilla ajetuista PCR-näytteistä. Kaivot kuvan 
ylälaidassa, kaivoihin lisättyjen näytteiden molekyylit liikkuivat kuvassa 
alaspäin. Kaivo 1: kokomarkkeri 50 emäsparin välein, kaivot 2–3: eri ilvesten 
sydänlihasnäytteistä eristettyä ja monistettua DNA:ta, kaivo 4: kissan aivonäyte, 
kaivo 5: kissan maksanäyte, kaivo 6: edellisen kissan aivoista oleva näyte, kaivo 
7: positiivinen kontrolli ja kaivo 8: negatiivinen kontrolli. 
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Laimennossarjan laimennoksista havaittiin nested-PCR-menetelmällä T. gondii -loisen 
DNA:ta laimennokseen 10-7 asti. Alkuperäisen soluviljelmästä tehdyn DNA-näytteen 
DNA-pitoisuudeksi saatiin spektrofotometrialla 35,5 ng/µl. Näin ollen DNA-pitoisuus 
viimeisessä positiivisen tuloksen antaneessa laimennoksessa oli 3,55 × 10-6 ng/µl 
(3,55 fg/µl). Spektrofotometrian mittaustulos sisältää sekä lois-DNA:n että 
soluviljelmän solujen DNA:n pitoisuuden. 
 
 
4 POHDINTA 
Tässä tutkimuksessa ei havaittu toksoplasman perimää 21:ssä ilveksen sydämessä, mikä 
ei ole yllättävää, kun huomioidaan aiemmat tulokset (Jokelainen 2014, 
henkilökohtainen tiedonanto). Kissan kudosnäytteestä saadun positiivisen tuloksen 
perusteella käytettyä nested-PCR-menetelmää voidaan kuitenkin pitää toimivana ja 
negatiivisten tulosten johtuvan muiden muassa pienestä näytemäärästä sekä loisten 
sijoittumisesta elimistössä. 
Käytetyssä PCR-menetelmässä Vitale ym. (2013) kehittämät alukkeet monistavat 
ensimmäisessä PCR-ajossa aluetta, joka on yhteinen lähisukulaisille Neospora 
caninumille sekä T. gondii:lle. Ensimmäisessä PCR-ajossa monistuu noin 1000 
emäsparin alue, joka on ribosomaalista RNA:ta koodaavien geenien välillä. Toisen 
PCR-ajon alukkeet ovat spesifiset toksoplasmalle ja monistavat tämän 
Internal transcribed spacer 1 (ITS-1) -geenin aluetta. Kyseistä geenialuetta ja sen 
lajikohtaisia eroja hyödynnetään useiden loislajien tunnistamisessa. Erityisesti 
tällaisesta PCR-diagnostiikasta on hyötyä alueilla, joilla esiintyy useita kliinisesti 
merkittäviä loisia. Esimerkiksi Leishmania-lajeilla on havaittu ITS-1-geenin olevan 
hyvin säilynyt kunkin lajin sisällä, kun taas lajien välillä se sisältää riittävän määrän 
eroja, jotta lajit voidaan erottaa (Dávila ja Momen 2000). 
PCR-analyysin negatiivisuus ei kiistatta todista, etteikö sydänlihakseen olisi 
muodostunut kudoskystia. Kudoskystat voivat olla yksittäisinä ja hyvin harvassa, jolloin 
niitä ei osu leikattuun näytteeseen eikä homogenaatista otettuun muutaman kymmenen 
mikrolitran näytteeseen. Vastaavaan harhamahdollisuuteen törmätään myös käytettäessä 
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histopatologista, toisin sanoen visuaalista, suoraa tutkimusta T. gondii -kudoskystien 
havaitsemiseksi (Hurtado ym. 2001). Käytetyn nested-PCR-menetelmän herkkyyden 
huomioiden olisi lopulliseen näytteeseen päätynyt pienikin määrä T. gondii:n perimää 
todennäköisimmin havaittu. Tätä näkemystä tukee myös se, että positiivisen tuloksen 
antanut kissan maksanäytteestä saatu leike sisälsi huomattavasti vähemmän 
kudosmateriaalia kuin ilvesten sydämistä otetut leikkeet. Ilveksistä tätä tutkimusta 
varten oli mahdollista saada käyttöön vain sydännäytteitä, kun taas T. gondii muodostaa 
kudoskystia moniin muihinkin kudoksiin. Sydämen osalta ei ole todettu selkeästi 
muihin elimiin verrattuna korkeampaa predilektiota kissaeläimillä (Dubey 1997, Cañón-
Franco ym. 2013). Brasiliassa Cañón-Franco ym. (2013) tekemässä tutkimuksessa 
todettiin nested-PCR-menetelmän avulla toksoplasman DNA:ta villien kissaeläinten 
useissa kudoksissa, mukaan lukien sydän, luurankolihakset, kieli, pallea ja silmä. 
Kokonaisuudessaan toksoplasman DNA:ta todettiin 15 prosentissa 433 näytteestä. 
Tutkimuksessa useimmin loisen DNA:ta havaittiin kielessä (29 %), aivoissa (19 %) ja 
luurankolihaksissa (18 %), sydämistä hieman yli 11 prosentissa. Näin ollen ilveksenkin 
osalta kielen tai aivojen tutkiminen saattaisi antaa erilaisia tuloksia kuin tässä 
tutkimuksessa toteutettu sydännäyte. Tutkittavan luurankolihaksen valinnallakin saattaa 
olla vaikutusta tuloksiin, Cañón-Franco ym. (2013) tutkimuksessa 
luurankolihasnäytteenä hyödynnettiin quadriceps femoris -lihasta. 
Soluviljelmästä tehdyn DNA-eristyksen laimennossarja antaa viitteitä nested-
PCR-menetelmän herkkyydestä. Saatu havaitsemistaso DNA-pitoisuudelle oli 
3,55 fg/µl (laimennos 10-7). Koska laimennettaessa DNA-molekyylit ovat liuoksessa 
yhä harvemmassa, liuoksen perusteellinen sekoittaminen on yhä tärkeämpää. 
Laskennallisesti 10-7-laimennoksessa on DNA:ta kaikkiaan 355 fg, kun liuosta on 
100 µl. Yhden T. gondii -loisen genomin koko puolestaan on noin 100 fg (Hurtado ym. 
2001). Olettaen, että genomi on pysynyt kokonaisena, on kyseisessä laimennoksessa 
korkeintaan kolmen loisen genomi. On hyvä huomata, että spektrofotometrialla 
mitattuun DNA-pitoisuuteen sisältyy myös soluviljelmän Vero-solujen DNA, näin ollen 
T. gondii -loisen DNA:n määrä näytteessä on vielä mainittuja arvoja alhaisempi. 
Käytetyn nested-PCR-menetelmän havaitsemistaso on näin ollen 1–3 loista, sillä 
ensimmäisessä negatiivisen tuloksen antaneessa laimennoksessa (10-8) DNA:n 
laskennallinen kokonaismäärä on 35,5 fg eli vähemmän kuin yhden loisen genomi. 
Saatu havaitsemistaso on lähellä Vitale ym. (2013) vastaavalla menetelmällä saamaa 
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tulosta, jonka mukaan menetelmällä voidaan havaita T. gondii, kun näytteessä olevan 
DNA:n määrä vastaa 200 fg:aa. 
Kaikki sydännäytteet oli otettu aiemmin seropositiivisiksi todetuista ilveksistä. 
Serologia epäsuorana menetelmänä itsessään ei osoita kudoskystien tai minkään 
T. gondii:n muodon olemassaoloa tutkitussa näytteessä. Serologia antaa tiedon, onko 
yksilö kohdannut loisen niin että immuunipuolustus on sen havainnut. Näin ollen 
seropositiivisen ilveksen elimistössä ei voida suoraan olettaa olevan kudoskystia. 
Ilveksen saalistamien eläinten T. gondii -prevalenssin huomioiden 
(Jokelainen  ym. 2010, 2011), ilves saanee ruoansulatuskanavaansa toistuvasti loisen 
tartuntakykyisiä muotoja ja kehittää vasta-aineita niiden tunkeutuessa elimistöön. 
Kudoskystia ei elimistöön pääsystä huolimatta välttämättä kehity lainkaan tai saattaa 
kehittyä yksittäisiä kystia, jolloin niiden havaitseminen on vaikeaa herkälläkään 
menetelmällä. Toxoplasma gondii:n kudoskystien löytymisen korrelaatiota 
seropositiivisuuden kanssa ei ole tutkittu kissaeläimillä. Lampaalla, sialla ja naudalla 
tehtyjen tutkimusten tulokset eroavat toisistaan eri lajien välillä (Gamble ym. 2005, 
Opsteegh ym. 2011). 
Seropositiivisista ilveksistä yhdellä on havaittu sydänlihaskudoksessa toksoplasman 
DNA:ta aiemman tutkimuksen yhteydessä (Jokelainen ym. 2013). Kyseisessä 
tutkimuksessa T. gondii:n perimän havaitsemiseen käytettiin genotyypitysmenetelmää, 
joka perustuu mikrosatelliittien monimuotoisuuteen (Ajzenberg ym. 2005). Tässä 
genotyypitysmenetelmässä monistetaan yhdellä kertaa useampaa kohtaa loisen 
genomista, mutta DNA-erityksen ja PCR-protokollan osalta se vastaa nested-PCR-
menetelmää. Jokelainen (2014, henkilökohtainen tiedonanto) tutki lisäksi nested-
PCR-menetelmällä 30 ilveksen sydännäytettä, joista ei saatu positiivisia tuloksia. Edellä 
mainittua, positiivisen tuloksen antanutta sydäntä ei ollut mahdollisuutta tutkia 
uudelleen tämän lisensiaatin tutkielman yhteydessä. Samaisesta ilveksestä tutkittu 
keuhkonäyte antoi kuitenkin negatiivisen tuloksen. 
Ilveksen kudoskystat eivät ole merkittäviä toksoplasman leviämisen kannalta, sillä 
ilveksellä ei ole Suomessa luontaisia vihollisia. Raadonsyöjät käyttänevät ravinnokseen 
luonnossa kuollutta ilvestä. Ainakaan tällä hetkellä metsästettyjen ilvesten lihaa ei 
käytetä juurikaan ihmis- tai eläinravinnoksi, sillä kaadetut ilvekset tulee toimittaa 
tutkimuskäyttöön (Metsästyslaki 615/1993 41 §, Suomen Riistakeskus 2013). Näin 
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ollen ilvesten kudoskystat eivät aiheuta suurta riskiä ihmisille, joskin ruhojen 
nylkeminen ja käsittely voivat altistaa tartunnalle (McDonald ym. 1990). 
Näytteiksi saatujen sydänten säilytysolosuhteet ovat saattaneet vaihdella ja näin 
vaikuttaa toksoplasman DNA:han ja sen havaitsemiseen PCR-menetelmällä. Erityisesti 
useat pakastus- ja sulatuskerrat saattavat hajottaa DNA:ta. Sulatetussa näytteessä 
DNA:ta voi vahingoittaa lisäksi vapautuneiden entsyymien toiminta. Tässä 
tutkimusasetelmassa on kuitenkin mahdoton arvioida, olisiko edellä mainituilla seikoilla 
voinut olla vaikutusta tutkimustuloksiin. Mikäli näytteessä olisi ollut esimerkiksi 
sulatuksen tuloksena vaurioitunutta DNA:ta, PCR-menetelmällä tehtyihin havaintoihin 
vaikuttaisivat lähinnä vauriot alukkeiden kiinnittymiskohdassa ja monistettavalla 
alueella olevat vauriot. 
Käytetty PCR-analyysi on melko aikaa vievä. Koko analyysin läpivientiin 
lihasnäytteestä lähtien kuluu noin kolme päivää, kun inkuboinnit tehdään yön yli. 
Menetelmä ei näin ollen sovi nopeaan testaukseen. Toksoplasmaa pidetään EU-tasolla 
merkityksellisenä taudinaiheuttajana, joka tulisi voida tutkia lihantarkastuksen 
yhteydessä, kun kyseessä on sika, lammas, vuohi, tarhattu villisika tai hirvieläin 
(EFSA 2011, 2013, 2014). Lihantarkastuksessa tutkimuksen viemällä ajalla ei 
välttämättä ole merkitystä, sillä jo nyt muiden muassa bakteriologisia näytteitä 
tutkittaessa ruhoja pidetään karanteenissa joitakin päiviä. Bakteriologisten näytteiden 
tapauksessa ruhot ovat kuitenkin yksittäisiä ja pitkäkestoinen tutkimus saattaisi 
osoittautua epäkäytännölliseksi, mikäli päädyttäisiin tutkimaan suuria määriä ruhoja. 
Lihantarkastusta ajatellen T. gondii:n perimän esiintyvyyttä lihasnäytteissä voidaan 
tutkia yhtäaikaisesti myös useammasta ruhosta otetuista näytteistä, jolloin useista 
ruhoista otetut näytteet voidaan homogenoida yhdeksi yhteisnäytteeksi, josta näyte 
DNA-eristykseen otetaan. Tällaista näytteenotto- ja tutkimusmenetelmää hyödynnetään 
nykyisin lihantarkastuksessa trikinellan suhteen (Komission asetus (EY) 2075/2005 liite 
I luku I). Verrattuna trikinellatutkimukseen, on T. gondii:n tutkimiseen käytetty 
menetelmä kuitenkin huomattavasti monimutkaisempi. Mikäli menetelmää haluttaisiin 
hyödyntää esimerkiksi lihantarkastuksen tutkimuksena, tulisi saada tarkempaa tietoa 
loisen kudoskystien predilektiosta eri eläinlajeilla. Yön yli inkubointeja saattaa olla 
mahdollista myös lyhentää jopa alle tuntiin, mutta tämän vaikutusta tulosten 
luotettavuuteen ei ole tietääkseni arvioitu. Ei ole myöskään syytä olettaa, että käytetyt 
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puskurit vaikuttaisivat pidemmässäkään inkuboinnissa DNA:han niin, että 
havaitseminen PCR-menetelmällä vaikeutuisi. 
Tutkimus ei luotettavasti vastaa kysymykseen T. gondii:n kudoskystien esiintymisestä 
ilveksissä ja lisää tutkimuksia olisi hyvä tehdä niin, että ilveksistä saataisiin tutkittua 
useampia elimiä ja lihaksia. Pitäisin hyödyllisenä myös sitä, että homogenoitavat 
näytteet olisivat huomattavastikin suurempia, ainakin kymmeniä grammoja, ja näistä 
homogenaateista otettaisiin pienempi erä näytettä DNA-eristystä varten. Tällainen 
asetelma lisää todennäköisyyttä tavoittaa näytteeseen loisia, kunhan homogenointi ja 
näytteen sekoitus suoritetaan riittävän tehokkaasti. Kissan verrattain pienestä 
kudosleikkeestä saatu positiivinen tulos sekä laimennossarjasta saatu tulos tukevat 
tällaisen asetelman toimivuutta. 
Riittävän kattavalla näytteenotolla voitaisiin saada vastauksia myös siihen, kuinka 
yksilön seropositiivisuus korreloi kudoskystien olemassaolon kanssa. Näytteenoton 
kattaessa useat elimet voitaisiin selvittää myös tarkemmin predilektioelimiä, ja tässä 
yhteydessä tulisi tutkia vähintään aivokudosta, luurankolihasta ja sydänlihasta. Kissoilla 
näissä kudoksissa on havaittu suurimmat määrät kudoskystia (Dubey 1997). 
Ookystien erityksen todistaminen ilveksen osalta toisi varmuutta siihen, voidaanko 
ilvestä pitää merkittävänä toksoplasman levittäjänä. Koska ookystaeritystä tapahtuu 
useimmiten vain ensimmäisen infektion jälkeen ja tällöinkin lyhyen aikajakson sisällä, 
on erityksen toteaminen varsinkin luonnonvaraisissa kissaeläimissä haasteellista ja se 
vaatisi todennäköisesti hyvin laajan tutkimusaineiston.  
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